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Genetische Kodierung einer Norbornen-Aminoséiure zur milden und
selektiven Modifikation von Proteinen mit einer kupferfreien Klick-

Reaktion**

Emine Kaya, Milan Vrabel, Christian Deiml, Stefan Prill, Viviana S. Fluxa und Thomas Carell*

Methoden zur selektiven Modifikation von Proteinen sind
gegenwirtig von immenser Bedeutung, da sie fiir die Synthese
von Proteinhybriden fiir pharmazeutische und diagnostische
Zwecke benotigt werden.!!! Die meisten beruhen derzeit auf
der Reaktion von Maleimiden mit freien Thiolen an der
Proteinoberfliche” oder auf der Reaktion von Lysinresten
mit Aktivestern.’! Jedoch sind diese Methoden nur begrenzt
spezifisch, was Forschern als Motivation zur Entwicklung al-
ternativer Strategien dient. Der Einbau von speziellen
nichtnatiirlichen Aminosduren bietet eine ausgezeichnete
Moglichkeiten fiir die spezifische bioorthogonale Funktio-
nalisierung von Proteinen.” Die am besten untersuchte
Technologie stellt hierbei die Cu'-katalysierte Reaktion eines
Proteins mit eingebauter Alkin-Aminosdure mit einem Azid
dar.”® Die Notwendigkeit von Cu'-Salzen, welche die Pro-
teinstruktur schiadigen koénnen, schriankt jedoch deren An-
wendbarkeit ein.”) Dies gibt Ansporn, kupferfreie Reaktio-
nen zu entwickeln, welche sich auch auf empfindliche Pro-
teine anwenden lassen.’! Hier zeigen wir, dass diesen An-
spriichen durch die Verwendung einer speziell kodierten
Norbornen-Aminosiure, die selektiv mit Nitriliminen rea-
giert, entsprochen werden kann.

Mithilfe der Amber-Suppressions-Technologie, welche
auf dem Pyrrolysyl-tRNA/Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase-Paar
(tRNAPY/PYIRS) aus Methanosarcina mazei beruht, kénnen
wir eine Norbornen-Aminosiure in ein Protein einbauen.”
Die Hauptarbeit des Projekts stellte die Evolvierung der
Pyrrolysin-Synthetase dar, sodass sie die synthetische Nor-
bornen-Aminosdure 1 akzeptiert (Schema 1a) und auf die
Pyrrolysyl-tRNA {ibertrégt.

Ausgehend von kommerziell erhéltlichen Ausgangsstof-
fen synthetisierten wir in sieben Stufen das Pyl-Analog 1 mit
Norbornen-Rest (siche die Hintergrundinformationen). Um
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Schema 1. a) Strukturformel des Norbornen-Pyl-Analogs 1. b) Schema-
tische Darstellung der Klick-Reaktionen. Oberen: Das ausgehend vom
Hydrazonylchlorid durch basekatalysierte HCI-Eliminierung erzeugte
Nitrilimin addiert an das Norbornen. Mitte: Alternativ wird das Nitril-
imin aus Tetrazol durch eine photochemische Reaktion erzeugt.
Unten: Norbornen reagiert auch mit Tetrazinen in einer Diels-Alder-
Reaktion mit inversem Elektronenbedarf. (Die Proteinabbildungen
wurden mithilfe von PDB 3IN5 erstellt.)

die Effizienz des Einbaus von 1 durch die Wildtyp-PyIRS zu
erforschen, verwendeten wir mit Plasmiden transfizierte E.-
coli-Zellen, die sowohl fiir das tRNAP yl/PleS-Paar als auch
fiir ein mit einem internem TAG-Stoppcodon modifiziertes
Gelb fluoreszierendes Protein (YFP) kodieren."”! In diesem
System kann das YFP nur in voller Lange und damit fluo-
reszierend exprimiert werden, wenn das zugehorige Pyl-
Analog von der PylRS akzeptiert und so auf die tRNAM
geladen wird. Dieses System ermoglicht den Einbau von I'in
das Protein an der Stelle des Amber-Stoppcodons.

Die so prédparierten E.-coli-Zellen wuchsen in einem
Medium mit Smwm von 1. Zusitzlich zum Wildtyp-PylRS
wurde eine von Yanagisawa und Mitarbeitern erzeugte PyIRS
Mutante getestet.*! Die ersten Experimente fiir die Wildtyp-
PyIRS zeigten keine Fluoreszenz. Auch mit der PylRS-
(Y384F)-Mutante wurde nur geringfiigige Fluoreszenz be-
obachtet, woraus geschlossen werden kann, dass YFP nicht in
voller Lange erzeugt wurde. Um die Aktivitdt der PylRS zu
erhohen, optimierten wir das Protein durch iterative Sétti-

Angew. Chem. 2012, 124, 4542 —4545



gungsmutagenese (ISM), ein von Reetz und Mitarbeitern
entwickeltes Verfahren.!"!

Basierend auf der Cokristallstruktur von PylRS und
adenyliertem Pyrrolysin (PDB 2Q7H) haben wir fiinf Reste
in der substratbindenden Tasche der wt-PylRS fiir die Evol-
vierung ausgewihlt. Nach der Transformation der plasmid-
basierten PylRS-Bibliothek in E. coli wurden einzelne Kolo-
nien in einer Fliissigkultur in Gegenwart von 1 geziichtet. Der
Einbau wurde mit YFP-Fluoreszenzmessungen in den Zellen
verfolgt. Die effizienteste PyIRS-Variante wurde sequenziert
und in der nédchsten Runde der Sittigungsmutagenese ver-
wendet. Durch dreimalige Wiederholung konnte eine gesét-
tigte Mutagenese aller fiinf Positionen sichergestellt werden.
Die Sittigungsmutagenese ergab ein norb-PylRS-Enzym mit
folgenden Mutationen: Tyr384Phe, Tyr306Gly und Ile405Arg.
Dieses Protein baute die Aminosdure 1 um den Faktor vier
effizienter ein als die Tyr384Phe-Mutante.

Um herauszufinden, ob Norbornen an der Proteinober-
fliche selektiv funktionalisiert werden kann, wurden zwei
Plasmide in E.-coli-Zellen eingebracht. Ein Plasmid kodiert
fiir drei Kopien der M.-mazei-tRNA™ und eine Kopie der
norb-PylRS. Das zweite Plasmid kodiert fiir eine verkiirzte
humane Polymerase k (4#Polk) mit C-terminaler Hiss-Mar-
kierung und einem Amber-Codon an Position 163. Als
wichtiges und fragiles Mitglied der humanen Polymerasen mit
hoher Schadenstoleranz stellt #Polk ein optimales Protein fiir
die Experimente dar.'?! Modifikationsmethoden fiir dieses
Protein sind fiir die Untersuchung der Dynamik in der DNA-
Reparatur hochst wiinschenswert. Die entsprechenden E.-
coli-Zellen wuchsen in Standardmedium mit2 mM 1. Aus 1 L
Zellkultur wurden nach drei Aufreinigungsschritten (Ni-
NTA-Affinitdtschromatographie, Heparin-Affinitdtschroma-
tographie und Superdex-200-Gelfiltration) 2 mg der APolk
mit Norbornen (norb-#Polk) isoliert. Der Nachweis des spe-
zifischen Einbaus der Norbornen-Aminosidure an Position
163 von hPolk konnte mithilfe von hochauflésender Mas-
senspektrometrie geliefert werden (siehe die Hintergrund-
informationen). Im Massenspektrum konnte kein Peptid-
fragment mit Lysin an dieser Position (als Folge einer Hy-
drolyse des Carbamats) detektiert werden, was fiir den voll-
stindigen Einbau der Norbornen-Aminosdure spricht.

Wir haben fiir die folgenden Funktionalisierungen diverse
Cycloadditionen getestet, unter anderem Reaktionen mit
Nitriloxiden;!"¥! jedoch wurde hier in allen Fillen auch eine
Reaktion mit dem Protein selbst beobachtet. Erfolgreicher
waren Experimente mit Nitriliminen. Diese schwachen
Elektrophile reagieren effizient mit gespannten Doppelbin-
dungen. Um diese Reaktion genauer zu studieren, stellten wir
das Hydrazonoylchlorid 2 her und erzeugten das entspre-
chende Nitrilimin durch basekatalysierte HCI-Eliminierung,
wie es in Lit. [14] von Huisgen bereits beschrieben wurde.
Wie wir herausfanden, ist die Eliminierung von HCl schon in
wiassrigen Puffersystemen bei fiir Proteinen optimalem pH-
Wert von 7.4 moglich. Die photochemische Reaktion von
Tetrazolen stellt eine weitere Moglichkeit dar, Nitrilimine zu
erzeugen, wie es von Lin und Mitarbeitern bereits gezeigt
wurde.>) Um die Reaktion weiter zu studieren, haben wir
auch das Tetrazol 3 synthetisiert. Als Alternative zu Umset-
zungen mit Nitriliminen stellt das synthetisierte Tetrazin 4,
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das in einer Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronen-
bedarf mit Norbornen reagiert, eine letzte zu untersuchende
Moglichkeit dar.®®! Fiir die Funktionalisierung von Protei-
nen haben wir jeweils die Reagentien 2, 3 und 4 zu einer
Losung von norb-APolx in 10 mM Tris-HCI-Puffer mit pH 7.4
fiir 1 h bei Raumtemperatur gegeben. Die Kontrollexperi-
mente wurden mit Wildtyp-APolk durchgefiihrt. Im Fall des
Tetrazols 3 wurde die Reaktionsmischung 10 min mit UV-
Licht (A =302 nm) bestrahlt, um das Nitrilimin zu erzeugen
(sieche Schema 1). Diese Bedingungen wurden von Lin und
Mitarbeiter fiir die Funktionalisierung von Lysozym, das auf
Basis von Maleimid mit Norbornen modifiziert wurde, opti-
miert.®¥ Die Fluoreszenzanalyse mit SDS-PAGE zeigt klar,
dass alle Funktionalisierungen erfolgreich waren (Abbil-
dung 1; Spalte 2, 4 und 6) und keine Reaktion mit Wildtyp-
hPolk erfolgte (Abbildung 1; Spalte 1, 3 und 5). Dies gereicht
als Beweis fiir die Spezifitdt der Reaktionen.
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Abbildung 1. A) Strukturformeln der Verbindungen 2—4. B) SDS-PAGE
von hPolk mit eingebautem Norbornen zur Fluoreszenzmarkierung
mit 2-4: a) Das Gel zeigt die fluoreszierenden Klick-Produkte; b) Coo-
massie-Farbung desselben Gels: Die Spalten 1, 3 und 5 zeigen die
Kontrollexperimente mit Wildtyp-hPolxk, die Spalten 2, 4 und 6 zeigen
die Reaktionen mit hPolk mit eingebautem Norbornen. X = Proteinver-
unreinigung.

Die exakte Position der chemischen Modifikation wurde
durch hochauflésende HPLC-ESI-MS-Analyse (siche Ab-
bildung 2 und die Hintergrundinformationen) nach trypti-
schem Verdau des funktionalisierten APolk verifiziert. Die
erwarteten Peptide fiir #Polk wurden im Massenspektrum mit
exzellenter Sequenzabdeckung von 80% nachgewiesen.
Weiter konnten wir das mit Hydrazonoylchlorid modifizierte
Peptid (LCPX'LIIVPPNFDK, mit X' als modifizierte Nor-
bornen-Aminosdure) nachweisen. Die gemessene Masse
dieses Peptids (m/z 2031.10) ist in guter Ubereinstimmung
mit der berechneten Peptidmasse (2031.06). Dieses Peptid
wurde im Massenspektrometer (MS-Sequenzierung) weiter
fragmentiert, um die entscheidenden b- und y-lIonen zu
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Abbildung 2. MS/MS-Spektrum des tryptischen Verdaus des Peptids
LCPXLIIVPPNFDK der modifizierten hPolk nach Klick-Reaktion mit Hy-
drazonoylchlorid 2 (X' ist die Position des mit Hydrazonoylchlorid mo-
difizierten Norbornens).

identifizieren (Abbildung 2). Die detektierten Ionen bewei-
sen, dass die Funktionalisierung nur an der gewiinschten
Position stattfindet.

Die Ausbeute der Funktionalisierung konnte anhand der
Reaktion der Norbornen-Aminosdure 1 mit dem zuvor aus 2
erzeugten Nitrilimin bestimmt werden. Hierfiir haben wir
zuerst die Fluoreszenz der erhaltenen Klick-Produkte bei
verschiedenen Konzentrationen gemessen, um die Kalibrie-
rungsgerade zu erhalten (siche die Hintergrundinformatio-
nen). Weiter haben wir das Decapeptid AFDXKDKPAA mit
der Norbornen-Aminosdure 1 an Position X synthetisiert.
Dieses Peptid wurde in verschiedenen Molverhéltnissen mit
dem aus 2 erzeugten Nitrilimin umgesetzt. Durch den Ver-
gleich mit der zuvor erstellten Kalibrierungsgerade konnte
eine quantitative Umsetzung des Peptids bei der Reaktion
mit 10 Aquiv. von 2 fiir 2 h und Raumtemperatur bestimmt
werden. Auch eine MALDI-ToF-Analyse zeigte keine Reste
von nicht umgesetztem Peptid nach vollendeter Reaktion
(siehe die Hintergrundinformationen).

Fiir die Quantifizierung der Effizienz der Klick-Reaktion
am Protein wurden 240 pmol norb-APolk mit zunehmender
Stoffmenge des aus 2 erzeugten Nitrilimins umgesetzt (Ab-
bildung 3). Unter Zuhilfenahme der Kalibrierungsgerade
konnte eine Ausbeute von 98% bei Umsetzung mit
100 Aquiv. 2 bestimmt werden. Diese vollstindige Umset-
zung wird schon nach 1h bei Raumtemperatur erhalten.
Zuletzt konnten wir belegen, dass die empfindliche A#Polk
nach der Reaktion mit dem Nitrilimin weiterhin aktiv ist.
Hierfiir verglichen wir die durch Klick-Reaktion modifizierte
hPolk mit der Wildtyp-hPolk in einem Primerextensions-
Aktivititstest. In den Reaktionen mit dem nicht photoche-
misch erzeugten Nitrilimin und der Diels-Alder-Reaktion mit
inversem Elektronenbedarf bleibt das Protein vollstindig
aktiv (Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen). Nur
das Protein nach der photoinduzierten Klick-Reaktion zeigt
verminderte Aktivitit, da das benétigte UV-Licht mit einer
Wellenléinge von 320 nm dem Protein schadet.!'!
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Abbildung 3. Quantifizierung der Effizienz der Klick-Reaktion basierend
auf der Fluoreszenzemission des Klick-Produkts. Nor-Polk wurde mit
100 Aquiv. und das Peptid AFDXKDKPAA mit 1, 2.5, 5, 10, 25 und

50 Aquiv. des aus 2 erzeugten Nitrilimins umgesetzt.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Erzeu-
gung des Nitrilimins durch HCI-Eliminierung und die an-
schlieBende Reaktion mit einem Protein, das eine Norbor-
nen-Aminosiure enthilt, unter milden Bedingungen (pH 7.4)
ein vollstdndig aktives, modifiziertes Protein ergibt und dass
die Klick-Reaktion mit dem zu modifizierenden Protein
binnen 1 h bei Raumtemperatur fast quantitativ erfolgt. Die
Fahigkeit, eine Norbornen-Aminosédure mithilfe des Pyrrol-
ysin-Systems und der speziell evolvierten Synthetase in Pro-
teine einzubauen, ermoglicht die verlassliche und effiziente
chemische Modifikation auch von empfindlichen Protei-
nen.['”]
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